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RESUMEN

Se analizé la variacién del porcentaje de sobrevivencia
(estacional) y la liberacion y fijacion (febrero Vs octubre) de
tetrasporas y carposporas de Gracilaria pacifica del Estero de Punta
Banda, B.C. bajo un gradiente de temperatura e irradiancia. La
sobrevivencia fue principalmente regulada por la estacion del afio. De
pimavera a otofio ambos tipos de esporas se comportaron de manera
similar, con la mayor sobrevivencia en otofio y la minima en verano
sin embargo, en invierno las tetrasporas tuvieron su maxima
sobrevivencia mientras las carposporas la minima. En el gradiente de
temperatura, los mayores valores de sobrevivencia se dieron entre
20-25°C y a 15°C fueron cercanos a cero. La liberacién en
tetrasporas fue directamente afectada por la irradiancia e incluso did
inicio a un comportamiento diurno; en cambio en carposporas la
temperatura fue el factor principal en regular esta variable. En la
liberacion diaria los maximos se obtuvieron entre el dia tres y cinco
para ambos tipos de esporas. En experimentos de liberacion diurna,
las tetrasporas tuvieron su maximo al inicio de la noche (16-20 hr) y
las carposporas al atardecer (12-16 hr). La fijacion en tetrasporas fue
directamente afectada por la temperatura, sin tener un efecto la
irradiancia, en cambio en carposporas un comportamiento
inversamente proporcional con la irradiancia afecté la fijacion. El
diametro promedio de las tetrasporas fue de 26.59 + 1.76 pm y el de
carposporas de 28.90 * 2.49 pym. Tales diferencias entre tetrasporas
y carposporas sugieren un diferente comportamiento ecofisiolégico
en el medioambiente para permanecery competir la especie.

Palabras clave: Gracilaria pacifica, tetrasporas, carposporas,
liberacién, sobrevivencia, fijacion, temperatura, irradiancia.
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ABSTRACT

The survival (seasonal), release and attachment (february Vs
october) of tetraspores and carpospores of Gracilaria pacifica Abbott
was studied in a gradient of temperature and irradiance. The survival
was affected mainly by seasons. From spring to fall, both types of
spores behaved similarly, with the lowest in summer and greater in
autumm. However in winter, tetraspores had the greatest survival
while carpospores the lowest. Greatest survival was between 20-25°C
and at 15°C survival was close to zero for both spore types.
Tetraspore release was affected directly by irradiance, and shooted a
diurnal behaviour, while carpospore release was affected by
temperature. During daily spore release, greatest spore
concentrations were obtained between third and fifth day for both
spore types. In diurnal spore release experiments, tetraspores
showed maximum release in the early evening (16-20 hr) while
carpospores showed maximum release in the afternoon (12-16 hr).
Tetraspore attachment was directly affected by temperature and
showed no effect due to irradiance. Carpospore attachment showed
an inverse proportional behaviour with irradiance. The mean diameter
for tetraspores was 26.59+1.76um and for carpospores Wwas
28.90+2.49um. These differences between tetraspores and
carpospores, suggest a different ecophysiological pbehaviour to
survive and compete interspecifically in nature.

Key words: Gracilaria pacifica, tetraspores, carpospores, release,
survival, attachment, temperature, irradiance.




INTRODUCCION

El aumento en el consumo de agar a nivel mundial y la
sobreexplotacion de mantos naturales de Gracilaria en Chile
(principal productor de agar a nivel mundial de Gracilaria), a llevado
al desarrollo de cultivos comerciales de este género, el cual es
conocido por sus altas tasas de crecimiento y buena calidad de gel
(Avila-Lagos et al. 1994). Lo anterior, ha originado el interés por el
cultivo en otros paises como México, en donde se ha iniciado la
explotacion de mantos de Gracilaria en el Golfo de California y el
Pacifico de Baja California asi como cultivos piloto de Gracilaria
pacifica Abbott en Baja California (Pacheco-Ruiz, 1996. Com. pers. *
Zertuche-Gonzalez, 1994, Zertuche-Gonzalez Y Garcia-Ezquivel,
1994). Estos ultimos, son |levados acabo con una técnica chilena de
cultivo en cuerdas, la cual presenta el inconveniente de ocasionar
gran pérdida de plantas por desprendimiento. Ademas, su siembra
depende de las algas recolectadas del medio, lo que implica una
considerable mano de obra para su mantenimiento.

Una técnica alternativa es el cultivo por esporas, la cual a sido
practicada en Porphyra desde el siglo XV en paises orientales (Miura,
1975). Actualmente se esta aplicando con éxito en algunas especies
de algas verdes (Ohno, 1993; Trono y Toma, 1993), cafés
(Kawashima, 1993; Ohno Yy Matsuoka, 1993; Toma, 1993) y rojas
(Oohusa, 1993), incluyendo a Gracilaria chilensis Bird, McLachlan,
Oliveira (Avila et al., 1994). Sus principios parten del conocimiento y
la optimizacion de la primera fase de vida del alga, que persigue
entre otros aspectos, reducir la mortalidad, obtener los mayores
porcentajes de fijacion, germinacion y crecimiento en las primeras
etapas, la multiplicacion de un genoma seleccionado y la disposicion

de plantulas todo el afio (Romo Donoso, 1988). Para alcanzar tal fin,

|. Pacheco Ruiz. Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas. Ensenada, B.C.



INTRODUCCION 2

es necesario cvonocer el comportamiento anual de la biologia de la
espora Yy Su germinacién, asi como los principales factores
medioambientales qué la favorecen.

Gracilaria pacifica €s un alga roja perenne, de importancia
economica en la Peninsula de Baja California (Aguilar-Rosas et al.,
1993; Aguilar-Rosas y Aguilar-Rosas, 1994). En cultivos
experimentales en el campo, S€ han obtenido rendimientos en otofo
de 5 kg-m'2 (Zertuche-Gonzélez y Garcia-Ezquivel, 1994).

Existen pocCOS trabajos relacionados con la biologia
reproductiva de G. pacifica. En British Columbia, Canadéa, se
encontro el mayor porcentaje de gametofitos y tetrasporofitos en julio
(Whyte et al., 1981). De la misma manera, en el Estero de Punta
Banda, en Baja California, México S€ han reportado plantas con
estructuras reproductoras todo el afo, con una mayor proporcion de
tetrasporicas y cistocarpicas en verano y menor en invierno; y solo
algunos talos masculinos en noviembre y enero (Aguilar-Rosas et al.,
1993). Este desbalance en la proporcion entre tetrasporofitos Yy
carposporofitos, s€ estudié por Pacheco-Ruiz y colaboradores (1993)
donde se reviso el efecto del sustrato duro en la presencia de plantas
cistocarpicas en una zona del Estero, sin embargo no encontro
relacion. También obtuvieron que la sobrevivencia de las tetrasporas
en verano fue de 7% a los 30 dias en laboratorio.

No obstante, €S importante sefialar que la presencia de
plantas fértiles en el campo no asegura la liberacion (Kain Yy
Destombe, 1995) por lo tanto aunque hay talos fértiles de G. pacifica
en el Estero de Punta Banda todo el ano, s€ desconoce si estos
tienen la capacidad de liberar esporas a lo largo de este, asi como si
existe una variacion diaria y diurna. Y una Vez liperadas ¢como
variara su viabilidad estacionalmente? ya que s6lo se cuenta con un
registro de baja sobrevivencia en verano de tetrasporas (Pacheco-
Ruiz et al., 1993). Y mas aun, si son viables ¢variara la capacidad de

fijacion durante el afio?
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La liberacion de esporas, se ha estudiado temporalmente a
tres escalas: diurna, diaria y estacional. En la diurna, el
comportamiento a sido variable; Friedlander y Dawes (1984) en

Gracilaria foliifera (Forsskal) Borgensen var angustissima (Harvey)

Taylor, reportan la mayor liberacion a medianoche; mientras que para
48 especies tropicales la liberacion se dio principalmente al
amanecer y atardecer, reguladas presumiblemente por un reloj
biolégico asociado a las mareas Yy ciclos lunares (Ngan Yy Price,
1983). A escala diaria, se han visto las mayores liberaciones entre el
primero y tercer dia (Ummamaheswara—Rao y Kaliaperumal, 1983;
Pacheco-Ruiz et al., 1989). A escala estacional, aunque no S€
conoce el patron de liberacion, los datos de fertilidad permiten
predecir que en zonas templadas la mayor liberacion tiende a ser
estacional y en algas templado-célidas podrian mostrar dos maximos
(primavera Y otofio) (Hoffmann, 1987). Por otra parte, la baja
l[uminosidad, al parecer, favorece la liberacion y/o altas la reducen
(Santelices, 1990). La temperatura, ha provocado que varie tanto la
intensidad como el periodo de méaxima liberacién diurna a diferencia
de la irradiancia, fotoperiodo, salinidad y desecacion que solo han
originado una variacion en la intensidad de la liberacion
(Umamaheswara—Rao y Subbarangaiah, 1981: Narasimha vy Subba-
Rangiaiah, 1991). Por lo tanto, si la mayor fecundidad de G. pacifica
en el Estero en el aflo es en verano y la menor en invierno, Se€
esperaria que la mayor capacidad de liperacion fuera en verano-
otofio con un efecto directo con la temperatura € inverso con la
irradiancia con un maximo en los primeros dias de liberacion.

La viabilidad, es una condicion fisiolégica de un organismo
para poder sobrevivir en un ambiente adecuado. Es evaluada
comunmente por medio del porcentaje de sobrevivencia o de
germinacion en esporas de algas (Kain vy Destombe, 1995). Algunos
factores fisicos como la luz, han tendido a no afectar la germinacion

de esporas algales (Dring, 1988); pero ha sido sugerido que puede
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ser influenciada por la estacion del afio y favorecida cuando se da el
pico de esporulacion (Rangaiah, 1984 en Kain y Destombe, 1995).
Por otro lado, pocos trabajos se han enfocado a explicar la variacion
de la sobrevivencia. Existen dos teorias desarrolladas para otros
grupos, que se han aplicado a las algas: el esfuerzo reproductivo y el
efecto de la diploidia vs haploidia. En la primera, se describe como
una relacién inversa del crecimiento vs formacion de estructuras
reproductivas en especies perennes, en donde si mas esporas son
producidas para una cantidad de recurso dado, habra menos
descendientes o se dara una disminuciéon en la sobrevivencia o el
crecimiento de estos, debido a una disminucion del recurso por
espora (DeWreede Yy Klinger, 1988). En la segunda idea, se han
propuesto algunas hipotesis para explicar una sobrevivencia mayor
de la diploidia vs haploidia, como es el posible efecto buffer geneético
de los organismos diploides contra mutaciones letales; no obstante,
también se ha registrado una mayor sobrevivencia de haploides
(Valero et al., 1992). Con base en ambas ideas se espera que la
viabilidad de las esporas sea mayor en carposporas colectadas en
invierno cuando la tasa de crecimiento del alga en el campo €s la
mas baja del afio y puede dirigirse mas recurso para sus esporas.
Otro de los aspectos fundamentales en el desarrollo de la
espora, es la fijacion, fase que ha sido sugerida como determinante
para el mantenimiento de las macroalgas como organismos
benténicos (Santelices, 1990). Sin embargo, los trabajos de fijacion
de esporas, estan basicamente enfocados a la fisiologia celular
(Apple y Harlin, 1995), al efecto del tipo de sustrato (Fletcher vy
Callow, 1992); y en menor medida, al efecto de los factores fisicos
tales como la temperatura e irradiancia, que comunmente afectan la
fijacion de otros grupos analogos como las larvas (Young, 1990). Sin
embargo, Apple y Harlin (1995) han determinado que la fijacién es el -
resultado de un proceso metabdlico. Por lo tanto, si el incremento de

la temperatura e irradiancia aumenta el metabolismo vegetal, se
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espera que de la misma manera ambos factores tengan un efecto
directo en la fijacion. Y estacionalmente, dado que existe una
variacién en la cinética del metabolismo de los organismos, de la
misma manera sea posible una variacién en la fijacion; la cual puede
reflejarse en las estaciones extremas del afio como son verano-otofo
vs invierno.

Finalmente, se ha demostrado un diferente comportamiento
ecologico entre las fases ploides de las algas con alternancia de
generaciones. Por ejemplo, los ciclos heteromorficos, se han
propuesto como estrategias para escapar de la herviboria (Lubchenco
y Cubit, 1980). Los factores fisicos como la luz (irradiancia,
fotoperiodo), temperatura y salinidad han regulado la presencia de
las fases ploides y los periodos de reproduccion de manera diferente

(Santelices, 1990). Las tetrasporas de Gracilaria verrucosa (Hudson)

pPapenfuss tuvieron una mayor dispersion que las carposporas a
diferentes condiciones de luz (Destombe et al, 1992). También se
detecté6 una mayor sopbrevivencia de esporas haploides que de
diploides en condiciones de escasez de nutrientes (Destombe et al.,
1993). Y una tendencia a presentar menor diametro de las esporas
haploides que en diploides (Ngan y Price, 1979). Por lo tanto, es
factible que la respuesta entre esporas haploides y diploides para la
liberacion, viabilidad y fijacion sea diferente.

Con base en lo anterior, se plante6 como objetivos:

. Determinar el efecto de la temperatura € irradiancia en
estaciones frias y calidas del afio sobre la capacidad de liberacidon y
porcentaje de fijacion de tetrasporas Yy carposporas de Gracilaria
pacifica del Estero de Punta Banda, B.C. bajo condiciones de
laboratorio.

s Estimar la liberacion diurna de tetrasporasy carposporas.

. Determinar el efecto de la temperatura, irradiancia y estacion
del afo sobre el porcentaje de sobrevivencia de tetrasporas Yy

carposporas de G. pacifica.
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METODOLOGIA

Las plantas se€ colectaron en marea baja, en un sistema
intermareal lodoso, a la entrada de la laguna costera denominada
Estero de Punta Banda, B.C. (31°47"' N y 116°37' W) -Fig. 1-. Se
transportaron haumedas en una hielera por un trayecto de 45 min. y se
dejaron en tanques exteriores de 80 1, (Zertuche-Gonzélez, 1990),
utilizando burbujeo constante y flujo abierto por dos dias para
experimentos de liberacion y entre dos a cinco dias para los de
sobrevivencia. Después se llevaron al laboratorio y sé sometieron a

los siguientes tratamientos.

Liberacion y fijacion:
Se evaluo la liberacion de esporas bajo un gradiente de luz vy
temperatura. La evaluacion se hizo para talos (n=10) colectados en
épocas frias y calidas del afio (febrero-marzo y octubre-noviembre de
1995). De las plantas carposporofitas, se seleccionaron trozos de las
ramas ‘que presentaron la mayor densidad de cistocarpos, tomando
fragmentos de 3 a 10 cm de longitud. De la misma forma, Se€
escogieron trozos de las ramas tetrasporicas las cuales comunmente
fueron las mas gruesas de la base del taloy de color ambar. Se
limpiaron de sedimento y epifitas con un cepillo de dientes, Y se
enjuagaron con agua de mar filtrada a 1umy pasada por UV (ya que
en pruebas preliminares, el lodo que a veces cubria las ramas,
impidio la liberacion de las tetrasporas). Se colocaron 2 g de planta
en peso hamedo por caja de petri de 100x80 mm con agua de mar
filtrada y pasada por UV. Se ubicaron en una mesa de gradientes en
un disefno factorial con una caja de petri por tratamiento. El

experimento se€ repitié la semana siguiente. En el primer experimento
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(febrero-marzo de 1995), se realiz6 un disefio factorial de 3x3 (15.5,
21, 24.5°C y 0, 60, 140 uEm’'s”" -medidas con un irradiometro 4m
biospherical), 'y €n el segundo (octubre-noviembre de 1995) se
agrego6 un nivel de irradiancia, por lo que el disefio quedo de 3x4
(15.5, 21, 24.5°C y 0, 16, 60, 140 pEm’'s™). Todos los experimentos
se llevaron acabo en un fotoperiodo 12:12 y el monitoreo se€ inicio al
dia siguiente de poner a liberar las plantas y continué diariamente
por seis dias. La evaluacion se hiz6 con los datos de fijacion que
enseguida se describen.

El porciento de fijacion se obtuvo, de la evaluacion de esporas
lieradas. Esto es, una vez retiradas las ramas, S¢€ agito el recipiente
manualmente para poner las esporas en suspension y vaciarlas a un
vaso de precipitado. Las esporas que quedaron adheridas en el
fondo, se despegaron con una espatula y se les agreg6 agua de mar
filtrada para crear un medio y calcular su cantidad. Después de
evaluar el namero de esporas de ambos recipientes, S€ obtuvo el
porcentaje de fijacion por medio de la relacion entre esporas
adheridas al fondo y las no adheridas. El analisis de la fijacion sélo
se tom6 en cuenta del primero al cuarto dia, dado que del quinto en
adelante algunos tratamientos ya no tuvieron liberacion. Se sumaron
las cantidades de los dos recipientes para obtener la liberacion total
por tratamiento.

La estimacion de esporas por recipiente, se llevé a cabo
homogeneizando el medio usando un magneto en una plancha de
agitacion y manteniendo el recipiente inclinado aproximadamente 30°.
Después se tomaron con una pipeta automatica gotas de 20 6 30 pl
(segun la densidad de esporas) de la solucion y se colocaron en una
caja de petri, por 45 veces (tomando 15 muestras del fondo, 15 de la
superficie y 15 en el nucleo del cono de succion). Se contaron las
esporas por gota con la ayuda de un estereoscopio, después se
extrapolo al volumen del liquido restante y se estimé el porcentaje de

esporas fijas y no fijas.
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Liberacion diurna:

Se evaluo la liberacion cada 4 hr durante 28 hr, en los meses
de abril para carposporasy de abril y junio de 1995 para tetrasporas.
E| disefio se llevd acabo con ftres niveles de irradiancia y dos
unidades experimentales por tratamiento (cada unidad experimental
separada por 4 dias en tetrasporas; y 2 y 57 dias para carposporas).

Las plantas se trajeron del campo y se dejaron en tanques de
80 | por un dia. Después se seleccionaron los pedazos de las ramas
fértiles (entre 3-10 cm) y se limpiaron con un cepillo de dientes. De
aqui, se colocaron 3.5 g de tejido humedo en cajas de petri de
100x80 mm en agua de mar filtrada a 1 ymy se dejaron aclimatar por
un dia a los tratamientos que S€ iban a someter, qué fueron a 22°C y
tres irradiancias (16, 63, 144 uEm?s™).

La evaluacion de la cantidad de esporas por caja de petri, se
hizo como en el experimento anterior pero, con cambios de caja y
agua de mar cada cuatro horas, la cual se ponia previamente a la

misma temperatura del tratamiento.

Sobrevivencia:

[).- Estacional:
Se utilizé un minimo de 10 talos de plantas cistocarpicas y 20

tetraspoéricos en las cuatro estaciones del afo de 1994 (11 de
feprero, 6 de mayo, 3 de septiembre Y 7 de diciembre para
cistocarpicas y; 13 de enero, 6 de mayo, 10 de septiembre y 19 de
noviembre para tetrasporicas).

Se seleccionaron como en el experimento anterior trozos de
las ramas con carposporasy tetrasporas. Los fragmentos se limpiaron
con un cepillo de dientes hasta dejar la superficie sin sedimentos ni
epifitas. Después se pasaron por ultrasonido de dentista tres veces
por 2 min con recambios de medio Provasoli (1966 en Bold y Wynne,
1978) esterilizado en autoclave a 120°C por 15 min, hasta acumular
entre 8 a 12 g de tejido humedo. Los trozos, se dejaron liberando en

medio Provasoli sin vitaminas, el cual sé preparé con agua de mar
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filtrada a 0.45 ym y sé esterilizé en autoclave. Se agreg6 a cada litro
de medio 20 mg de estreptomicina, 15 mg de penicilina-G de
5,000,000 u (para prevenir una contaminacion bacteriana) y 35 mg de
GeO, (para eliminar diatomeas). Los fragmentos sé mantuvieron entre
dos y cuatro dias a 20°C y 60 pEm'1s'1 con fotoperiodo 12:12 en una
caja de petri de 100x80 mm (dependiendo de la densidad de esporas
liberadas).

Posteriormente, se desecharon las ramas y se
homogeneizaron las esporas liberadas en el agua, utilizando un
magneto con agitacion moderada (Hoffmany Camus, 1989). Esto con
el fin de separar las esporas para facilitar su distribucion en las cajas
de petriy disminuir el posible efecto de coalescencia, lo cual podria
afectar la sobrevivencia (Mufioz y Santelices, 1994). Del medio en
agitacion, se tomaron alicuotas de entre 20-30ul con una pipeta
automatica, para colocarlas en forma de gotas en las cajas de petri
de 60x15 mm, Yy después contar las esporas con un estereoscopio Yy
registrar el valor que fluctué entre 100y 130 esporas por caja de
petri.

Las cajas de petri se ubicaron en una mesa de gradientes con
un disefo factorial de 3x3 con dos réplicas (temperaturas de 18, 20y
22°C e irradiancias de 30, 60 y 100 pEm"s"). En la primer semana,
se cambio el medio el cual se mantuvo libre de GeO2 Yy antibioticos.
Posteriormente los cambio se realizaron cada 4 dias. En caso de
notar contaminacién por diatomeas, se les agreg6 35 mg 1" de GeO2
por 4 a 8 dias. Durante los cambios, se limpiaron de epifitas.
Después de entre 54 a 60 dias, se contaron las plantulas por caja de

petri y se obtuvo el porcentaje de sobrevivencia.

11).- Invierno:
Debido a la tendencia a disminuir la sobrevivencia a 18°C en
algunas estaciones del afo del anterior experimento, se amplié el

intervalo de temperatura a 15°C, con el fin de conocer la temperatura
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a la cual disminuia la sobrevivencia claramente. Ademas, se
monitoreo la sobrevivencia semanal por ocho semanas.

Las colectas de plantas tetrasporicas se hicieron el 28 de
noviembre de 1995, y para carpospoéricas el 12 de enero de 1996. Se
colocaron en tanques por dos dias, despues se limpiaron Yy dejaron
liberando por 2 dias a 23°C y 14OpEm'25'1, fotoperiodo 12:12, con las
indicaciones del experimento anterior. De la misma manera se hizo el
sembrado y se sometieron las esporas a un disefio factorial de 4x4
con dos réplicas (15.5, 18, 22.5 Y 250C: 30, 60, 100 y 140 pEm's™).
A los 15 dias se hizo el primer cambio de medio y se cuantificd la
sobrevivencia, después cada semana, por 60 dias, limpiando las
cajas de petri cuando aparecieron epifitas y utilizando el GeO2 en

caso de observar florecimientos de diatomeas.

Tamano:

Se midio el diametro de 30 tetrasporas y 30 carposporas por
mes de varias de las liberaciones que se€ hicieron durante el trabajo
(2 de abril, 13 de septiembre, 27 de noviembre de 1994 para
tetrasporas Yy, 2 de abril, 7 de septiembre, 27 de noviembre, 19 de
diciembre de 1994 y 16 de marzo de 1995 para carposporas). La
medicion se llevd acabo con un micrometro con reglilla el cual se
ajustdé a un objetivo de un microscopio bi-ocular. Se consideré como

criterio solo a las esporas que presentaron un solo nucleo evidente.

Anadlisis estadistico:

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza
(ANOVA) cuando estos fueron con mas de dos réplicas y presentaron
homogeneidad de varianzas para la prueba de Levene (ya que es
poco sensible a la no normalidad Manly, 1990). En caso contrario, se
sometieron a la prueba no parameétrica de Kruskal-Wallis (KW) de
una, dos, tres y cuatro vias (Scheirer, Ray y Hare, 1976 en Zar,

1984) y se obtuvo el valor de probabilidad de la y°, por medio de una
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transformacion a la distribucion “Z” (Winer et al., 1991). Se utilizé un

nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS

Liberacion:

La liberacién de tetrasporas tuvo una relaciéon directa con la
irradiancia y fue mayor en el mes de octubre. Un andlisis de 3 vias
(temperatura, irradiancia y mes) para tetrasporas, resultd significativo
para el efecto de la irradiancia y el mes (Tabla I). Esto se confirmé al
eliminar el factor temperatura y someter los datos a un ANOVA de
dos vias (Tabla 1) después de haber probado homogeneidad de
varianzas (P=0.7506) (Fig. 2).

Table I: Anélisis de KW de tres vias de la liberacion de tetrasporas.

Temperatura P>0.5
Irradiancia P=0.0007 **
Mes P=0.0003 *
Temperatura vs Irradiancia P>0.5
Temperatura vs Mes P>0.5
Irradiancia vs Mes P>0.5
Temperatura vs Irradiancia vs Mes P>0.5

Table Il: ANOVA de dos vias de |a liberacion de tetrasporas sin incluir Temperatura.

Irradiancia P= 0.0000 *x
Mes P= 0.0000 Tk
Irradiancia vs mes P=0.4749

La mayor liberaciéon de carposporas se di6 a los 20°C y entre
60-140 pEm'28'1 con un mayor efecto de la temperatura en marzo. En
un KW de tres vias, resulto significativo el efecto de la temperatura y
la interaccién temperatura-mes (Tabla Ill). Sin embargo, al someter
los datos a un ANOVA de dos vias sin tomar en cuenta la irradiancia,
resultd significativo el efecto de la temperatura, mes y la interaccion

mes vs temperatura (Tabla IV), con una homogeneidad de varianzas
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Fig. 2: Namero de tetrasporas liberadas en seis dias, por gramo de tejido hamedo. La
mayor liberacion se dio en octubre, con un efecto directo de la irradiancia. Cada
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Fig. 3: Namero de carposporas liberadas en seis dias, por gramo de tejido humedo. Existio
un efecto de interaccion Temperatura-Mes, donde la temperatura afecta a la liberacion
en febrero. Cada punto representa la media y las barras el error estandard.
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de P=0.0715. No obstante, al someter los datos sin tomar en cuenta
el mes, a un ANOVA después de tener una homogeneidad de
varianzas de P=0.9396 dio significativa para la temperatura €
irradiancia (Tabla V -Fig- '3).

Table lll: Analisis de KW de tres vias de la libera

cion de carposporas.
Temperatura P=0.0003 i

Irradiancia P=0.06

Mes P=0.35

Temperatura vs Irradiancia P>0.5

Temperatura vs Mes P=0.0047 i
Irradiancia vs Mes P>0.5

Temperatura vs Irradiancia vs Mes P>0.5

Table IV: ANOVA de dos vias de la liberacion de carposporas sin incluir irradiancia.

Temperatura P=0.0000 i
Mes P=0.0370 -

[ Mes vs Temperatura | P=0.0004 e
Table V: ANOVA de dos vias de la liberacion de carposporas sin incluir Mes.
Temperatura P=0.0001 i
Irradiancia P=0.0149 Gl
Temperatura vs irradiancia P=0.5899

El inicio de la liberacion diaria de tetrasporas y carposporas
(usando los resultados por dia del experimento anterior) entre febrero
vs octubre fue diferente. En febrero se inici6 con una baja densidad
de liberacion y su maximo fue entre el tercero y quinto dia. En
octubre, la densidad de liberacién se mantuvo alta desde el primero

hasta el tercer dia'y posteriormente declino (Fig. 4y 5).

Liberacion diurna:
En el analisis KW de 2 vias para tetrasporas (irradiancia Yy

horario de la liberacion), resulté que la liberacion fue

significativamente mayor a las irradiancias de 60 y 140 pEm7?s™,
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(Fig. 6) con un maximo al inicio del anochecer (8:00 p.m.) y sin un

comportamiento diurno a 16uEm™?s™" (Fig. 7) -Tabla VI-.

Table VI: Andlisis de dos vias de KW de la liberacion diurna de tetrasporas.

Irradiancia P=0.0035 ke
Periodo de liberacion P=0.147
Irradiancia vs Periodo de liberacion P>0.5

En carposporas, la liberaciéon diurna se realizé6 en el mes de
abril con diferencia de dos dias entre las réplicas. Sin embargo,
presentaron un comportamiento claramente antagonico en donde el
pico de liberacion promedio del primer dia fue a las 12 am y el del
segundo a las 12 pm. Esto originé que se€ evaluara nuevamente un
dia mas de liberacion en junio. LOS datos de este ultimo dia,
coincidieron con el comportamiento de la primer réplica (Fig. 8). Por
lo que el analisis de los datos, s€ llevé acabo so6lo con los datos del
primer y tercer dia. Usando un KW de 2 vias (irradiancia 'y los
periodos de 4 hrs de liberacion), resulto significativa la mayor
liperaciéon a las horas del atardecer (4:00 p.m.) y no hubo diferencias

en el comportamiento entre las 3 irradiancias (fig. 9 -Tabla VII-).

Table ViI: Analisis de dos vias de KW de la liberacion diurna de carposporas.

Irradiancia P>0.5
Periodo de liberacion P=0.009 **
\ Irradiancia vs Periodo de liberacion P=0.4858
Sobrevivencia:

1).- Estacional:
En tetrasporas de invierno, se dié la mayor sobrevivencia (2-

34%) y menor en las de verano (0-9.8%). Paradéjicamente, en el caso
de invierno la sobrevivencia fue menor a 18°C y la mayor entre 20-
22°C (Fig. 10). El analisis de KW de tres vias (temperatura,
irradiancia Yy estacion del afo) resulto significativo s6lo el factor

estacion del ano en el porcentaje de sobrevivencia (Tabla V1. Sin
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Fig. 6: Liberacion diurna de tetrasporas por gramo de tejido hamedo a 3 irradiancias. La
mayor liberacion se da a la mayor irradiancia. La parte obscura de la grafica,
representa las horas de la noche. Cada punto muestra la mediana de las dos réplicas.
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Fig. 8: Liberacion diurna de carposporas por repeticion. La liberacion del 13 de abril
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representa las horas de la noche. Los puntos muestran la mediana de las dos

repeticiones.
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embargo, al analizar los datos eliminando la irradiancia Yy
transformandolos con raiz cuadrada (x*) se tuvo homogeneidad de
varianzas (p=0.1726). vy en un ANOVA de 2 vias se obtuvo un efecto
significativo de la estacion del afio y la interaccion temperatura-
estacion del afo (Tabla IX). La cual se hace evidente en invierno
donde a 18°C es significativamente menor la sobrevivencia que a 20
y 22°C.

Table VIIi: Analisis KW de tres vias de 1a sobrevivencia estacional de tetrasporas.

Temperatura P>0.5

Irradiancia P>0.5

Estacion P<0.0000 **
Temperatura vs Irradiancia P>0.5

Temperatura vs Estacion P=0.169

Irradiancia vs Estacion

P>0.5
Temperatura vs Irradiancia vs Estacion P>0.5

Table IX: ANOVA de dos vias de la sobrevivencia estacional de tetrasporas sin incluir
irradiancia.

Temperatura P= 0.4148
Estacion del afo P= 0.0000 b
Temperatura vs Estacion del ano P=0.0022 *¥

En carposporas, estacionalmente Se€ encontré un patron
alternante con mayores sobrevivencias en primavera, otofio (0-28.8 Y
7.4-28.2%) y menores en verano e invierno (0-18 ¥y 0-6.9%). En un
analisis de KW de tres vias resulto significativo el efecto de la
estacion del ano y la temperatura pero no la irradiancia (Tabla X).
Con estos datos sin incluir la irradiancia, un analisis de KW de dos
vias demostré que en verano Y otofio, resulto significativamente

mayor la sobrevivencia a 20y 22°C (Fig. 11-Tabla Xl).
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Table X: Analisis KW d

e tres vias de la sobrevivencia estacional de car

posporas.

Temperatura P=0.008 b :]
Irradiancia P>0.5

Estacion P<0.0000 w "l
Temperatura vs Irradiancia P>0.5

Temperatura vs Estacion P>0.5

Irradiancia vs Estacion P>0.5

Temperatura vs Irradiancia vs Estacion P>0.5

Table XI: Andlisis KW de dos vias de la sobrevivencia estacional de carposporas sin incluir la
irradiancia.

Temperatura P<0.001 =

Estacion del afio 0.025<P>0.01 o=

Temperatura vs Estacion del afio 0.75 <P>0.5

1l).- Invierno:
Tanto para tetrasporas como en C

2 vias (temperatura € irradiancia) de KW en

temperatura tuvo una influencia significativa
una mayor sobrevivencia de 18-25°C, y por debajo
a cero (fig. 12y 13):

Table Xll: Analisis KW de dos vias de la sobrevivencia de tetraspora

arposporas en un analisis de

invierno, solo la

(Tabla X1y X111). Con

de esta es cercana

s en noviembre.

Temperatura P=0.0019 *
Irradiancia P>0.5
Temperatura vs irradiancia | P>0.5

Table XliI: Analisis KW de dos vias de |a sobrevivencia de carposporas en enero.
*%

P<0.0000

Temperatura
Irradiancia
Temperatura vs irradiancia

Para la variacion semanal, resultéo que aun

semana se detectaron algunas fluctuaciones en el
sobrevivencia, la varia
notable (Fig. 14). En carp

porcentaje de sobrevivencia

que en la sexta

cion de la semana 6 en adelante n
osporas, existié una mayor variac

a través de las semanas, sin emb

porcentaje de-
o fue
ion en el

argo
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Fig. 12: Porcentaje de sobrevivencia de tetrasporas a los 60 dias (28 de noviembre). Cada
punto representa la mediana.
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Fig. 13: Porcentaje de sobrevivencia de carposporas a los 60 dias (12 de enero). Cada punto
representa la mediana.
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5 15°C O 18°C &5 20°C = 24°-C-|

Fig. 14: Variacion semanal de la sobrevivencia de las tetrasporas, a 4 temperaturas. Los
puntos representan el promedio del porcentaje de sobrevivencia a las 4 irradiancias

(va que este factor no mostro un efecto significativo).

% de Sobrevivencia

Semanas

< 15°C O 18°C H 20°C'%’24°C‘

Fig. 15: variacion semanal de la sobrevivencia de las carposporas a 4 temperaturas. Los
puntos representan el promedio del porcentaje de sobrevivencia a las 4 irradiancias

(ya que este factor no mostré un efecto significativo).



RESULTADOS 24

después de la semana 6 practicamente ya no se detectaron nuevas
plantulas (Fig. 15).

Fijacion:

El porcentaje de fijacién en tetrasporas aumento hasta el
tercer dia y fue directamente proporciona| con la temperatura con una
ligera mayor fijacion en octubre. En el analisis de KW de 4 vias para
tetrasporas (temperatura, irradiancia, mes Y dias de registro de la
fijacion), resulté significativo el efecto de la temperatura, mes y dias
en el porcentaje de fijacion (Tabla X|1V). Lo cual se confirmé al
analizar los datos promedio de los cuatro dias y no considerar la
irradiancia resultando significativa la temperatura y el mes en un
ANOVA de dos vias con una homogeneidad de varianzas de P=0.2556
(Tabla XV -Fig. 16).

Table XIV: Anélisis KW de cuatro vias del porcentaje de fijacion de tetrasporas.

Mes P<0.005 *
Temperatura P<0.005 **
Irradiancia P>0.5
Dias P<0.005 o
Mes vs Temperatura 0.25>P>0.1
Mes vs Irradiancia 0.25>P>0.1
Mes vs Dias 0.5>P>0.25
Temperatura vs Irradiancia P>0.5
Temperatura vs Dias P>0.5
Irradiancia vs Dias P>0.5
Mes vs Temperatura vs Irradiancia P>0.5
Mes vs Temperatura vs Dias P>0.5
Temperatura vs Irradiancia vs Dias P>0.5
Mes vs Irradiancia vs Dias P>0.5
[ Mes vs Temperatura vs Iradiancia vs Dias | P>0.5

Table XV: ANOVA de dos vias usando el promedio de la fijacién de tres dias de tetrasporas,
sin incluir los factores Dias e Irradiancia.

Temperatura P=0.0000 a |
Mes P=0.0001 e
Mes vs temgeratura P=0.4767
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Fig. 16: Porcentaje de fijacion de tetrasporas en febrero y octubre, a un gradiente de

temperatura. Una significativa mayor fijacion se dio en octubre, con un efecto directo
de la temperatura. Cada punto representa la media y las barras el error estandard.
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Fig. 17: Porcentaje de fijacion de carposporas en febrero y octubre, a un gradiente de

irradiancia. La fijacion fue inversamente proporcional a la irradiancia. Cada punto
representa la media y las barras el error estandard.
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El porcentaje de fijacion en
por el mes, pero t
un comportamiento
directamente prop
cuatro vias (temperatura,

fijacion), resultd si

y dia (Tabla XV1). Esto se confirmé al

promedio de los cuatro dias y desca
un efecto signifi

con una homoge

Table XVI: Analisis KW de cuatro vias del porcent

uvo un aumento progresivo hasta el cuar
inversamente proporcional a
orcional a la temperatura. En el analisis
irradiancia, mes Yy dias de regi

gnificativo el efecto de la temperatura,

cativo de la temperatura € irradiancia (

las carposporas no fue afectado
to dia con
la irradiancia Yy
de KW de
stro de la
irradiancia
hacer un ANOVA con el
rtando el factor mes, obteniendo

Tabla XVII)

neidad de varianza de P=0.5349 (Fig. 17).

aje de fijacion de carposporas.

Mes 0.25>P>0.1
Temperatura 0.05>P>0.025 **
Irradiancia P<0.005 *
Dias P<0.005 **
Mes vs Temperatura 0.25>P>0.1

Mes vs Irradiancia 0.1>P>0.05

Mes vs Dias P>0.5

Temperatura vs Irradiancia P>0.5

Temperatura vs Dias P>0.5

Irradiancia vs Dias P>0.5

Mes vs Temperatura vs Irradiancia P>0.5

Mes vs Temperatura vs Dias 0.5>P>0.25
Temperatura vs Irradiancia vs Dias P>0.5

Mes vs Irradiancia vs Dias P>0.5

Mes vs Temperatura vs Irradiancia vs Dias | P>0.5

Table XVIi: ANOVA de dos vias usando el pro
carposporas, sin incluir los factores Mes y Dias.

medio de la fijacion hasta el tercer dia de

Temperatura P=0.0353 >
Irradiancia P=0.0038 =
Temperatura vs irradiancia P=0.9786 |

La va
ambos tipo

paulatinam

riacion de la fijacion a través de los 4 d
s de esporas que fue menor en el prime

ente hasta el cuarto dia donde se mantuvo

jas coincidi6 en
r dia y aumento
(Fig. 18 y 19).
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Fig. 18: Porcentaje de fijacion diaria de tetrasporas. Cada punto representa el promedio de
fijacion de todos los tratamientos por dia. F Rep1: Febrero repeticion 1. O Rep1:
Octubre repeticion 1. F Rep2: Febrero repeticion 2. O Rep2: Octubre repeticion 2.
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Fig. 19: Porcentaje de fijacion diaria de carposporas. Cada punto representa el promedio de
fijacion de todos los tratamientos por dia. F Rep1: Febrero repeticion 1. O Rep1:
Octubre repeticion 1. F Rep2: Febrero repeticion 2. O Rep2: Octubre repeticion 2.
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Fig. 20: Diametro de las tetrasporas Y carposporas en diferentes meses. C= Carposporas.

T= Tetrasporas. Y |2 fecha de la liberacion de las esporas medidas.
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Tamano:

No hubo diferencia significativa entre los meses eén
tetrasporas (para un ANOVA de P=0.0837 con una homogeneidad de
varianza de P=0.4487; e incluso para un KW di6é P=0.087) pero si en
carposporas con un tamafio mayor en septiembre y marzo (analisis de
KW de P=0.0000). Y comparando entre tetrasporas y carposporas en
un analisis KW, fue significativamente menor (P=0.0000) el diametro
de las tetrasporas (26.59 = 1.76um con un tamafio minimo de 22.45 y
uno maximo de 31.25 uym) que de las carposporas (28.90 £ 2.49um

con un tamafo minimo de 21.95 y uno méaximo de 37.56 um) (Fig. 20).

DISCUSION

‘ La influencia de los factores ambientales en la liberacion,
sobrevivencia y fijacién en tetrasporas y carposporas fue diferente y
con frecuencia antagonica. En tetrasporas, la liberacién fue
directamente afectada por la irradiancia e incluso di6é inicio a un
comportamiento diurno; en cambio en carposporas la temperatura fue
el factor principal en regular esta variable. La sobrevivencia fue
basicamente regulada por la estacion del aflo y aunque coincidio el
comportamiento de primavera a otolo en ambos tipos de esporas, en
invierno fue diferente, ya que las tetrasporas tuvieron su maxima
sobrevivencia mientras que las carposporas la minima. La fijacién en
tetrasporas fue directamente afectada por la temperatura sin
afectarle la irradiancia', en cambio en carposporas un comportamiento
inversamente proporcional con la irradiancia afectd la fijacion. Tales
diferencias entre tetrasporas y carposporas sugieren un diferente
comportamiento ecofisiolégico en el medioambiente para permanecer

y competir la especie (Klinger, 1993).

Liberacion:
En tetrasporas, el mes y la irradiancia fueron los factores que

regularon la intensidad de la liberacién. Contrariamente en
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carposporas, la temperatura regulo la liberaciéon en marzo, Y en
octubre no s€ detecto efecto por algun factor.

La maxima liperacion de tetrasporas en octubre, coincidié con
el pronosticé de Hoffman (1987) para especies templado-calidas,
donde la maxima liberacion se espera en la época de mayor
porcentaje de talos reproductivos (verano-otoﬁo). Tal mayor fertilidad
y liberacion, se explica por la alta actividad metabolica y mitotica que
es llevada acabo en esta estacion, resultado de la alta irradiancia y
mayor tiempo de exposicion a la luz, hecho demostrado en otras
especies (Lobbany Harrison, 1994).

Continuando con tetrasporas, la mayor liberacion a
140pEm™2s?, contradijo 1o esperado por Santelices (1990), el cual
sugiere que la mayor liberacion de propagulos se da en obscuridad ©
a bajas irradiancias ( <1200-2000 lux = 32.42yEm’s™") y ha altas
aparentemente la reducen. Tal intervalo considera principalmente
ejemplos de especies que S€ distribuyen en el submareal somero 0
intermareal tropical (Umamaheswara-Rao y Subbarangaiah, 1981;
Friedlander y Dawes, 1984; Umamaheswara-Rao Yy Kaliaperumal,
1983; Mal y Subbaramaiah, 1990; Narasimha-Rao Yy subba-Rangaiah,
1991). Las diferencias con este estudio podrian explicarse por el
hecho que G. pacifica habita una zona templada donde las
variaciones de irradiancia y fotoperiodo en el afio son marcadas, 0
cual puede sefialar condiciones medioambientales de luz necesarias
en la liberacion y rapido crecimiento de las plantulas. En cambio en
zonas tropicales, las variaciones en las condiciones de temperatura
y luz no presentan tales fluctuaciones y alparecer son otros factores
como salinidad, cambios bruscos de irradiancia como es la
suspension de sedimento que pueden regular la liperacion (Hoffman,
1987). En estas zonas la alta irradiancia que predomina podria
fotoinhibir el crecimiento de las esporas, por lo tanto, es posible qué
dominen especies que liberen a irradiancias de penumbra (Santelices,
1990).
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La ausencia de un efecto de la temperatura en la liberaciéon de
tetrasporas, es pPoco comun en algas rojas (Friedlander y Dawes,
1984: Umamaheswara-Rao vy Subbarangaiah, 1981; Umamaheswara-
Rao vy Kaliaperumal, 1983). Pudiera pensarse que el intervalo de
experimentacion fue estrecho, sin embargo cubrié la mayor parte de
los niveles de temperatura que S€ presenta durante el afio en el
campo [10.2-26.3°C] (Acosta-Ruiz 'y Alvarez-Borrego, 1974; Celis-
Cesefia y Alvarez-Borrego, 1975: Alvarez-Borrego et al., 1984). No
obstante, el hecho de ser un alga de distribucion intermareal en una
zona semiarida, puede sugerir que es resistente a estos intervalos de
variacién incluso diariamente Yy sean intervalos mas amplios
combinados con otros factores, como fue la irradiancia, los que
regulen la liberacion en esta fase.

En carposporas de marzo Se registr6 mayor liberaciéon entre
21-25°C y 60-140pEm™s™". La temperatura superficial registrada en el
Estero en esta estaciéon esta entre 12-16.2 °C (marzo 15.1 a 18°C)
(Acosta-Ruiz y Alvarez-Borrego, 1974; Alvarez-Borrego et al., 1984).
Por lo tanto, se esperaria que en el campo, la liberacién fuera baja
debido a la baja temperaturay al bajo porcentaje de fertilidad de las
plantas. En octubre, s6lo la irradiancia afecto la liberacion y aunque
no hubo diferencias significativas entre meses sé esperaria en esta
época del afio, la mayor liberacién en el campo por la alta fertilidad
de las plantas, mayor actividad metabdlica y mitotica, resultado de la
alta temperatura e irradiancia asi como amplios periodos de luz en el
dia. Esto llevaria a sugerir que existe mayor liberacion de esporas en
el campo en octubre, pero la capacidad de liberaciéon en invierno
podria aumentarse en un cultivo, si las plantas son sometidas a un
intervalo de temperatura entre 21-25°C. Sin embargo, se desconoce
si la induccion a la liberacién en invierno con temperatura pueda
alterar el mecanismo de liberaciéon normal y lleve a liberar esporas

inmaduras, lo cual causaria baja viabilidad.
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Liberacién diaria:

El comportamiento de la liberacion diaria, coincidio en ambos
tipos de esporas siendo diferente entre febrero VS octubre. La
liberacion diaria en fepbrero (baja en el primer dia), contraria a
octubre (alta desde el primer dia) podria indicar que el estado de
madurez de las esporas de verano-otofio difiere de las de invierno,
teniendo quizas las altimas menor madurez (Fig. 4 Y 5). La maxima
liperacién entre el tercero Yy cuarto dia se conoce para varias
especies (Ozay Krishnamurthy, 1968, pacheco-Ruiz et al., 1989). Tal
similitud, pudiera ser resultado de la manipulacion de las plantas en
los experimentos, como se nota al comparar la liperacion de
carposporas de cistocarpos separados con respecto a carposporas de
cistocarpos de ramas completas en Gracilaria verrucosa (Lefebvre et

al., 1987, Kain y Destombe, 1995).

Liberacion diurna: ,

La persistencia de un comportamiento diurno (un maximo y un
minimo) en la liberacion de esporas, se ha reportado en varias
rodofitas tropicales, donde incluso irradiancia de cero, no afecta el
ritmo de liberacién diurna, pero si la intensidad de liberaciéon
(Umamaheswara-Rao y Subbarangaiah, 1981; Narasimha-Rao Yy
subba-Rangaiah, 1991). En tetrasporas, la irradiancia afecto tanto la
intensidad como el ritmo de liberacion, sugiriendo la existencia de un
reloj biolégico diurno, regulado por la irradiancia. Sin embargo en
carposporas no tuvo tal efecto.

La maxima liperacion diurna en tetrasporas, fue durante las
horas del inicio de la noche (6pm @ 10pm). EN carposporas al
atardecer (2pm a 6pm) no obstante, una réplica presentd el efecto
inverso (Fig. 16). Tal diferencia podria ser resultado de una variacion
en las condiciones de temperatura del experimento que originarian
que cambiara el periodo de mayor liberacion (Umamaheswara-Rao y
subbarangaiah, 1981). O existan relojes end6genos que produzcan
tal diferencia (Wolken, 1975).
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La ausencia de un patrén diurno en tetrasporas a irradiancias
bajas (16uEm’™s’") puede atribuirse a un reloj biolégico que se
dispara a ciertos umbrales de irradiancia, y que por debajo de este
no exista tal respuesta, como S€ ha detectado en Drosophila

melanogaster Meigen (Barinag, 1996). Sin embargo, en carposporas

no se observd tal comportamiento ya que, usando el analisis con las
dos réplicas que coincidieron con la mayor liberacion a las horas de
luz del dia, resultdé sin diferencia entre los niveles de irradiancia,

Ganicamente con la hora del dia, que fue de 12-16 hr la maxima.

Sobrevivencia:

La sobrevivencia en tetrasporas s6lo fue influenciada por la
estacion del afo. El menor porcentaje fue en veranoy el mayor en
otofio e invierno a 20-22°C. Sin embargo, las condiciones bajo las
cuales se obtuvieron los mayores porcentajes de sobrevivencia en
invierno (20-25°C), no coincidieron con los reportes de temperatura in
situ [10-16°C] (Acosta-Ruiz y Alvarez-Borrego, 1974; Galindo-Bect ¥y
Flores-Baez, 1982). Esto puede atribuirse, a que las tetrasporas
acumulan material de reserva en esta estacion, como se ha

observado en tejido de Gracilaria tikvahiae para invierno (Rosenberg

y Ramus, 1982), lo cual les confiere mayor recurso energético y con
una temperatura adecuada, mayor viabilidad. Sin embargo, con las
bajas temperaturas que Sse presentan en el campo, pueden originar
bajo metabolismo, el cual parece necesitar cierto umbral de
temperatura para ser activado. Esto explicaria que ha 15°C la
sobrevivencia obtenida fuera cercana ha cero y, por lo tanto,
pronosticar un bajo porcentaje de germinacion de tetrasporas en el
campo. Es decir, las tetrasporas de invierno, poseen la suficiente
madurez y reserva de material para germinar incluso tener los
niveles mas altos de viabilidad del afio, bajo condiciones apropiadas.
Lo anterior apoya la hipotesis de que las plantas, “responden, mas

que anticiparse”, a las estaciones del aio (Kainy Destombe, 1995).
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Verano es la estacion donde usualmente se da la mayor
fertilidad en especies de Gracilaria de distribucion templada' (Kain 'y
Destombe, 1995). Lo mismo se observo para G. pacifica del Estero de
Punta Banda (Aguilar-Rosas et al., 1993). Sin embargo, la
sobrevivencia de las tetrasporas fue la mas baja. Esto se atribuyé a
que en verano (evaluado en septiembre), puede existir una
competencia entre la alta fertilidad Yy las mayores tasas de
crecimiento del afo. Lo cual originaria una menor distribucion de
recursos por esporay por lo tanto un bajo porcentaje de viabilidad,
como lo ha predicho DeWreede y Klinger (1988), para un organismo
que presenta alta fertilidad y alta tasa de crecimiento. No obstante,
dada la alta proporcién de tetrasporofitos fértiles en esta estacion del
afio, una baja sobrevivencia no llevaria a una disminucién en el
reclutamiento de esta fase, ya que cuando la cantidad de propagulos
producidos €S grande Y la sobrevivencia baja, la tasa de
asentamiento se€ mantiene alta, como Se€ ha visto en larvas de
cirripedios (Gainesy Roughgarden, 1985).

Por otro lado, Rangaiah (1984 en Kain y Destombe, 1995) ha
sugerido la existencia de un patron de mayor sobrevivencia en la
época de mayor fertilidad, lo cual es @ finales de verano. Esto mismo
se ha reportado en Gymnogongrus furcellatus (C. Agardh) J. Agardh
(Rangaiah, 1984 in Kain Yy Destombe, 1995). No obstante, en
macroalgas, este comportamiento no se puede considerar como un

patron ya que en Porphyra columbina Montagne en Chile central, se

presenta la menor sobrevivencia a inicios de primavera cuando
comienza a formarse la mayor cantidad de esporas Yy la mayor
sobrevivencia es 2a mediados de invierno, cuando desaparece el
manto y s6lo quedan los sujetadores €n el fondo (Hoffman y Camus,
1989; Santelices, 1989). Esto sugiere, Qque el comportamiento
estacional en cuanto al porcentaje de sobrevivencia, puede ser
especifico para cada ambiente y/o que la sobrevivencia sea resultado

del balance entre formacion de esporas 'y tasa de crecimiento, como
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resultado del efecto del medio ambiente. Por lo que un analisis de la
tasa de crecimiento, captacion de esporas in situ, asi como uno de
gasto de energia en la reproduccion, podrian responder estas
interrogantes.

En otofio (el cual se evalué a finales de noviembre), la
temperatura € irradiancia comenzo a disminuir en el Estero de Punta
Banda, asi como la tasa de crecimiento y fertilidad (Aguilar-Rosas et
al., 1993). Esto podria originar una mayor cantidad de recurso
dirigido a la esporay explicaria la mayor sobrevivencia.

En carposporas se€ presentd un comportamiento similar al de
tetrasporas desde primavera a otofio, por lo tanto, las esporas fueron
afectadas y respondieron de la misma manera en este periodo. Sin
embargo en carposporas, el efecto de la temperatura fue significativo
al menos en veranoy otofio, con mayor sobrevivencia entre 20-22°C.
En invierno, las carposporas presentaron sobrevivencias
notablemente menores respecto a las tetrasporas, quiza como
resultado de que fueron liberadas a una mayor temperatura de la que
se da en el campo (20°C).

En el experimento de invierno, se obtuvo una sobrevivencia a
15°C cercana a Cero en ambos tipos de esporas. Dado el
comportamiento de la sobrevivencia estacional con respecto a la
temperatura de 18°C, temperaturas inferiores a 15°C pueden ser
consideradas letales para las esporas que son liberadas Y
mantenidas en tales condiciones.

La mayor sobrevivencia en el afio en tetrasporas fue de 34%
en tetrasporas y 28.8% en carposporas. Esta sobrevivencia fue baja
si la comparamos con Gracilaria verrucosa (Hudson) Papenfuss que
tiene reportado un maximo de 86% (Destombe et al., 1993), Gelidium
chilense (Montagne) Santelices Y Montalva 74.6%, Gymnogongrus
furcellatus (C. Agardh) J. Agardh 96%, Lessonia nigrescens Bory
94%, Nothogenia fastigiata (Bory) Parkinson 90%, Porphyra
columbina Montagne 84.7%, Ulva rigida C. Agardh 94 5% (Hoffman y



DISCUSION-FIJACION 36

Camus, 1989). Esta notoria diferencia, podria atribuirse a la
metodologia utilizada, sin embargo, la unica diferencia con respecto
al presente trabajo, fue el medio utilizado, ya que para los trabajos
de Hoffman y Camus (1989) utilizaron medio de SWM3 de McLachlan,
1973, y dejaron 24 hr liberando, sin agregar ni antibiéticos ni GeOa.
Destombe Yy colaboradores (1993) utilizaron como medio ASPG6F
modificado por Bodard, 1973, dejando liberando por 2 dias, sin
agregar ni antibiéticos ni GeOa. Por otro lado, Scrosati et al., (1994),
reporta sobrevivencias maximas de 26% para Chondrus crispus
Stackhouse, utilizando medio von Stosch y 5 mg/l de Ge0O,. La
composicion de los medios es en esencia la misma, pero la adicion de
GeO2 Yy antibioticos podria dar origen a una diferencia en la
sobrevivencia. Sin embargo en tetrasporas, quiza sea necesario
generar mas informacion al respecto ya que Pacheco-Ruiz Y
colaboradores (1993) reportan en verano un valor similar de
sobrevivencia queé los del presente estudio sin utilizar GeO2 ni
antibioticos. Esto permite concluir que los bajos valores de
sobrevivencia pudieran ser atribuidos a la naturaleza de la planta en
las condiciones de laboratorio.

No se detectaron variaciones significativas entre la semana
seis y ocho al evaluar la sobrevivencia, por lo que el considerar el
porcentaje de germinacion a la semana seis, €S suficiente para
obtener un valor confiable de sobrevivencia en esta especie.

Fijacion:

La mayor fijacion de tetrasporas en octubre, en relacion
directa con la temperatura quizas obedezca a un aumento del
metabolismo celular, el cual favorecio la fijacion. Y la diferencia entre
meses (febrero vs octubre) sea un reflejo de la constitucién quimica
de la espora (Fig. 16).

En carposporas, la mayor fijacion se dio a mayor temperatura
pero a la menor irradiancia. Santelices (1990), menciona que la

liberacion de esporas suele ser comun a bajas irradiancias. LO
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anterior favorece la fijacion ya que al ser recien liberadas, no
presentan un aparato fotosintético eficiente, 'y por tanto sus
actividades metabdlicas sé favorecen a bajas irradiancias, como fue
en este caso, donde se combiné la maxima liberacion a 60-140
LEm?s™' y la maxima fijacion entre 0-16pEm’2s™'. Sin embargo, a
pesar de que no existe mucha informacion al respecto, este
comportamiento quizas no sea un patrén comun en algas, ya que, las
conchosporas de Porphyra yezoensis (Ueda) disminuyen su capacidad
de fijacion abajo de 1500 lux (~30uEm™s™") e incluso en obscuridad
total no se adhieren al sustrato (Shiying et al., 1979).

La menor fijacion por dia para ambos tipos de esporas en el
primer dia y su aument6é hasta mantenerse entre el dia 3 y 4, quiza
sea resultado del manejo de las plantas y origine que las primeras
esporas que se liberan esten dafiadas por accién mecéanica del
manipuleo al menos para tetrasporas.

Estas variaciones apoyan el hecho de que la fijacion, es un
proceso activo a nivel celular y no so6lo una caracteristica inherente

de lo adhesivo que pueda ser el mucilago (Apple y Harlin, 1995).

Tamano:

No se encontro un patron de variacion mensual en el diametro
de las esporas. Sin embargo, el significativamente mayor tamafio de
las carposporas con respecto a las tetrasporas coincidié con la
relacién mayor volumen celular-mayor tamafo del genoma que se€ ha
visto en células procariotas y eucariotas (Goff y Coleman, 1987). Asi
también, el diametro promedio de tetrasporas y carposporas (26.59 y
28.8um) fue similar a los reportados para otras especies de

Gracilaria (Ngan y Price, 1979).

Propuesta para la liberacién y fijacion controlada de esporas de Gracilaria
pacifica:

La colecta de plantas én reproduccion, se puede realizar

durante todo el afio en el Estero de Punta Banda, B.C. Las

caracteristicas para |a seleccion de plantas reproductivamente
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maduras en el campo seran; tetrasporofitos: Plantas con una
superficie suave a lo largo del talo y una base en promedio mas
gruesa que del resto de la poblacién, de color ambar claro.
Carposporofitos: Plantas que presenten a lo largo del talo,
protuberancias semiesféricas (entre 1 a 3mm de diametro) con un
orificio en el apice. Las plantas seran transportadas al laboratorio en
hieleras, donde se limpiaran de epifitas y sedimento con la ayuda de
una escobeta, usando para enjuagarlas agua de mar filtrada a
0.45um. Después, se seleccionara la parte reproductiva de la planta y
se pondra sobre un bastidor cubierto de malla. Este se suspendera
dentro de una charola (50x40 cm de areay 20 c¢m de profundidad),
cerca de la superficie y habra otro bastidor abajo sobre 5 cm del
fondo, enrollado con hilo nylon de 3 mm de diametro donde se hara la
inoculacién de las esporas. La charola se llenara con agua de mar
filtrada a 0.45um y pasada por U.V. la cual se fertilizara con 250uM
de Ny 25uM de P por litro y de preferencia se agregara 35 mg/I de
GeO, para control de diatomeas, utilizando burbujeo constante y
lamparas de luz de dia para dar 60pEm™s™'. El tiempo que las plantas
se mantendran liberando seria de 2 dias en verano 'y 3 en invierno
para después retirar la planta. Se debera mantener el agua superior a
20°C (con la ayuda de un calentador de acuario). Para seguir el
proceso de densidad, fijacién vy germinacion de esporas en el
laboratorio, se podran dejar 5 portaobjetos distribuidos al azar en el
fondo y estarlos monitoreando. Se recomienda dejar las carposporas
en penumbra un dia después de quitar la planta, para favorecer la
fijacion; en las tetrasporas se continuaria con la misma irradiancia.
Cada semana Sse realizara la limpieza Yy cambios de agua de las
charolas (Fig. 21)
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PROPUESTA PARA LA LIBERACION Y FIJACION-CONTROLADA DE ESPORAS DE
Gracilaria pacifica. ,

Colecta de plantas fértiles,
seleccionando talos limpios:
tetraspéricas @: base del
talo gruesa de color ambar.
Cistocarpicas Q" -Con
erupciones  semiesféricas
de ~ 0.5 cm de diametro, a
lo largo del talo.

—

Dejar en tanques con
burbujeo constante y flujo
abierto

Quitar epifitas y lodo del
talo con una. escobeta y
agua corriente

Agua filtrada a 0.45um y pasada por U.V. con
250 uM de nitrégeno y 25 UM de fosforo. Agregar
durante la liberacién y una semana despuies 35
mg/l de GeOs..

QlDurante la liberacion mantener
entre 20-23°C en  invierno-
primavera ‘con 40 pEm‘zs'1. Al
retirar la planta dejar en penumbra

1 dia.
I |

@ Liberacion a 140 |JEm'2s'1 entre
20-24°C. En invierno poner el doble
del tejido que en otofio.

En una charola de. 40 |, poner sobre una malla.
agallera 100 gr himedos de planta fértil. Debajo un
bastidor de PVC, envuelto de hilo nylon de 2 mm
de -diametro. Dejar liberando 2 dias en verano-
otofio y de 3-4 dias en invierno-primavera.

Agregar 5
portaobjetos por
charola para seguir la
_fijacién y el
" crecimiento .

Cambiar el agua cada semana con las
concentraciones de los fertilizantes y sin GeOa.

Fig. 21: Diagrama de flujo para la propuesta de la liberacion y fijacion controlada de
esporas de G. pacifica.
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CONCLUSIONES:

& La influencia de los factores ambientales en la liberacioén,
sobrevivencia y fijacion entre tetrasporas y carposporas es diferente.

& La liberacion se da todo el afio. En tetrasporas fue mayor en
verano-otofio 'y un efecto directamente proporcional con la
irradiancia. En cambio én carposporas, la mayor liberacion fue
estimulada por las mayores temperaturas (21-25°C) en invierno.

& La liberaciéon diurna de tetrasporas, tendio a presentar los
maximos a las horas del dia; y en carposporas a inicios de la noche.

& Existié un mayor porcentaje de sobrevivencia en tetrasporas
de invierno entre 20-25°C y menor en verano. En cambio, en
carposporas se presentaron dos maximos; en primaveray otofo.

& Para ambos tipos de esporas, el mayor porcentaje de
sobrevivencia se dio entre 18-25°C y es afectado significativamente
por debajo de este. No existié un efecto significativo de la
irradiancia.

& La fijacion en tetrasporas fue estimulada por las mayores
temperaturas que fueron de 21 a 25°C, con un porcentaje de fijacion
mayor en octubre. En cambio la mayor fijacion de carposporas, fue
estimulada por las menores irradiancias, sin una variacion
significativa en el ano.

& Existe una diferencia significativa entre el diametro de
tetrasporas (promedio 26.59 + 1.76um) Yy carposporas (promedio
28.90 + 2.49).
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